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論文内容の要旨
タンパク質分解酵素のほとんどは成熟酵素部位の N 末端側にプロ領域を持った不活性前駆体として生合成される。
最も活性化機構の研究が進んでいる枯草菌セリンプロテアーゼであるサチライシンは、プロ領域、成熟酵素領域共に
単独では全くフォールドすることができず、両者が存在して初めてフォールドし、自己プロセシングによりプロテア
ーゼとプロ領域とに切断される。切断されたプロ領域は酵素部位のインヒピターとして働くが、その後自己分解され
活性型サチライシンが生成される。このようにプロ領域はサチライシンの適切な立体構造形成介助、およびインヒビ
ター機能に必要な安定性をもっと同時に、後に起こる自己分解が迅速に行われるために不安定な構造をもっといった、
一見相反する安定性の均衡を保つことが重要となる。しかしどの部位が各々の機能に関与しているのかについでは詳
細にはわかっていない。
そこで本研究では、プロ領域の安定性とサチライシンの活性化機構との相関を調べることを目的として、同じセリ
ンプロテアーゼ ファミリーのインヒピターである POIAl との組み合わせ置換を行った。各々を 2 次構造単位で 5
つのフラグメントに分割し、組み合わせた 32 種類の変異体を作製した。簡易スクリーニングや重要フラグメントの
細分化を行い、フ。ロ領域の様々な機能に重要な部位を迅速に特定したところ、サチライシンと直接結合しないプロ領
域内部の疎水相互作用が結合表面の形を左右し、機能に大きく影響を及ぼすことがわかった。また高効率サチライシ
ン産生を左右するプロセシング効率は、プロ領域の阻害活性と相関していることが新たにわかり、プロセシング直前
の遷移構造に注目した生成過程モテ、ルを提唱した。これらの結果はフ。ロセグメント部位に変異を施し、産業上有用な
サチライシンの高効率生産や、新たな機能や活性を持つフ。ロテアーゼの作製といったプロ配列工学としての利用が期
待できる。
論文審査の結果の要旨
本論文は、生命活動の根幹となる機能に深く関与しているタンパク質分解酵素が、前駆体から活性型になる過程に
おいて効率よく生成されるために、付加されたアミノ酸配列(プロ配列)が、どのような安定性の戦略で活性化を制
御するのかを明らかにしたものである。
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タンパク質分解酵素のほとんどは、成熟酵素部位の N 末端側にフ。ロ領域を持った不活性前駆体として生合成され、
細胞自身が生成時において、自己攻撃を受けないよう防御機構として備わっているものである。最も活性化機構の研
究が進んでいる枯草菌セリンプロテアーゼのサチライシンにおいては、立体構造形成介助、適切なプロセシングおよ
びインヒピター機能、迅速な自己分解などの様々な働きを担っているが、どの部位が各々の機能に関与しているか、
そして安定性との相関については殆ど知見がない。
そこで本論文では、コンビナトリアル手法の一つで、ある iBuilding-block approachJ と呼ばれる方法を用い、プロ
領域と類似の立体構造を持つが、安定性の全く異なるタンパク質 POIAl との間で、構造セグメントの組合せ変換を
行った。そして検出された重要部位をさらにブロック化して組み合わせて調べる「マルチセクション法」を新たに開
発し、迅速に必須部位をアミノ酸数残基レベルで、特定することを可能にした。その結果、サチライシンと直接結合し
ないプロ領域内部の疎水相互作用が機能に大きく影響を及ぼしていること、そして高効率サチライシン産生を左右す
るプロセシング効率は、プロ領域の阻害活性と相関していることが新たにわかり、プロセシング直前の遷移構造に注
目した生成過程モデ、ルを提唱した。
以上のように、本論文はプロ領域の制御機構を明らかにしただけではなく、洗剤や皮革加工などの産業上有用なサ
チライシンについて、高効率生産や、新たな機能や特異性を付加するためのプロ配列工学としての利用に大きく寄与
するものであり、博士(理学)の学位論文として、十分に価値のあるものと認定した。
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